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( S H R ) ( 5 ) ( 6 ) の赤血球では Naイオンの細胞内
への流入の増加が報告されており、 また本態、
性高血圧患者の赤血球では細胞内から Naイオ









内ヘ Naイオンを流入させ細胞外ヘプロ ト ンイ
オンを流出させるこ とによ り、 細胞内の Naイ
オン量を調節するだけにと どまらず、 細胞容
一品晶 、 細胞内 pH、 細胞増殖、 刺激に対する細胞
の反応調節に重要な役割を果している(8 )。
最近になって本態性高血圧患者や S H Rの赤血
球や 1) ンパ球、 血小板でこの Na;-/H+交換活性
の上昇が報告され ( 9 ) ( 10) ( 1 1 )、 この経路が
高血圧の発症、 維持に関与している可能性が
注目 されるよ つ になってきた。
血管平滑筋細胞は患者からの分離が困難な
ため血球細胞に比し研究が遅れていた。 しか
し最近、 田村らは S H R培養血管平滑筋細胞に
おける Naイオンの流入の増加と Na + / K ;-ポンプ
活性の上昇を報告し(1 2 )、 また 日a t r i bらは
Na+/Ca++交換活性が S H Rの培養血管平滑筋細
胞で上昇している と報告した(13)。 血管平滑





""7' と を報告したが(1 4 )、 その交換活性と病態、ー
と し ての高血圧との関わ については十分解
明されていない。
そこ で本研究では S H Rと正常血圧 W i s t a r -
K y 0 t 0ラ ツ ト ( W K Y )の培養血管平滑筋細胞にお
ける細胞膜 Na + / H +交換活性を、 この交換系の
特異的阻害剤である E t h y 1 i s 0 p r 0 p y 1 a m i 10-
r i d e ( 15)に感受性の Naイ オン流入をもって評
価した。 また Na + / H +交換系に対する p r 0 t e 1 Il 
k i n a s e Cと ca 1 m 0 d u 1 i n の影響を検討した。
Na+ /H+交換活性の変化は細胞内 pHに変化を
もた らすこ とから、 血管平滑筋細胞のモデル
細胞と して、 比較的その細胞内 pHの測定が容
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本実験は、 1 0から 14週齢の雄 SH Rと雄 WKY
(チャ ルズ リパ 神奈川I) を用いて行
った。 フツ トは実験の少なく とも 1週間前よ
り約 23 "cの 定温度で保たれた室内で飼育し、










培養血管平滑筋細胞は、 フ ツ トの胸部大動
脈よ り R0 s sらの方法によ り分離し、 10%牛胎
児血清 (ー菱化成、 東京) および 25 0 0 0 U /1の
ス ト レプトマイ シン、 ペニシ リ ン (GIBUCO， 
G r a n d Island， N Y )を含む D u 1 b e c C 0 ， S 
m 0 d i f i e d E a g 1e ， m e d i u m ( D M E M ) ( G 1 B U C 0 )培S 
地で培養した(16)。 すなわち、 ペン トバノレピ
タ ー ル麻酔下のラッ ト を剃毛し胸腹部を消毒
した後開胸し、 胸部大動脈を無菌的に取り 出
し抗生剤を含む DM E Mにて血液を洗い流し血管
周囲の結合織を除いた。 得た大動脈片を縦に
切開して展開し、 内皮細胞は綿棒にてこすり
お と し、 外膜はピンセッ トにて中膜を傷つけ
ぬよ つ に注意しながら中膜組織よ り引き剥し
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た。 得られた中膜組織から、 1 m mから 2m m角の
切片を切り 出 し 25m1のカルチャ-フラスコ
( F a r C 0 n 3 0 13)の底面には っけ、 組織片が
剥がれぬよ つ に静かに 10%牛胎児血清と抗生
剤をふく む DM E Mをそそぎ、 庫内を 5%CQ2，37"C
の条件に保った C 0 2イ ンキュベ タ 一内で培
養を行った。 培地の交換を行いながら、 約 2
週間培養を続ける と 中膜片よ り平滑筋細胞が
m i g r a t eして く る F i g. 1 -a この細胞を
o . 25% の ト プシンにて処理し細胞を浮遊状
して遠沈し (200X G， 2 m i n )、 沈澄を DM E Mに
て懸濁し再度カルチヤ フラスコに移した。
3日か ら 4日 度の割合で培地の交換を行い
培養を続ける と、 約 2週間でコ ンフルエン ト
な状態となった。 コ ンフルエ ン ト になった細
胞を位相差顕微鏡で観察する と血管平滑筋細
胞に特徴的な h i 1 1 a n d v a 1 1 e y 1 i k e p a t t -




定 し、 細胞数 2.， 4X 105 / フラスコ の密度に細胞
を撤き、 培養を続けた。 以後この要領で 4か
b 7代まで継代した細胞を 直径 50 m mのカルチャ
アツ シュ(C 0 S T A R 3060)に 1.， 3X 105個撒い
て コ ンフルエン ト になった時点で実験に用い
た。 細胞が血管平滑筋細胞である .， と の同定、-
は筋細胞のアクチンに特異的な抗体 (anti-
m u s c 1 e ac t 1 n 1 g G ) ( B i 0 m e d i c a 1 T e c h n 0 10-
g 1 e s I n c .， Staughton， M A ， U S A )を用いた問
接蛍光抗体法によ った (17)。 その結果、 得た
細胞の 99%以上が平滑筋細胞である τー， と が証」ー
明された(F i g.1 -c )。
[細胞内への Na流入の測定 ]
N aの細胞内への流入は Li t t 1 eら の方法に よ
て測定 し た ( 14)。 すなわ ち、 カ ルチャ -ー画. つ ア
イ 、ソ ン ュか ら 培養液を 除き、 2 m 1の Na -f r e 
p h y s i 0 1 0 g i ca 1 s a 1t s 0 1 u t i 0 n ( p S S ) (1 35m M 
choline c h 1 0 r i d e ， 5 m M K C 1 ， 1 . 8 m M CaC12， 
o . 8m M 日g S 04， 5 . 5 m M glucose， 5 0 m M HEPES， 
。 。
p H 7 • 4 ) に置き換えて 40分間プレイ ンキュベ
こノ ヨ ンを行う。 その後、 15m M N a C 1、 2 2 N a + 
最終濃度 o. 5μCi/ml)及び 2m Mウ アバイ ンを
含むイ ンキュべ ン ヨ ン溶液で 37 oc、 5分間
イ ンキュベ ニノ ヨ ンを行った。 イ ンキュベ
ン ヨ ン終了時には氷冷した M g C 12にて素早く
6回細胞を洗い、 細胞表面の 2 2 N a + を洗い流
し た 細胞は O.1 N N a 0 Hを加えて採集し遠沈
し て、 その上清の放射活性を ガンマシ ンチレ
Lノ ヨ ンカ ウ ンタ 一 (P a c k a r d m0 d e 1 A u t 0 
Gamma 5 0 0 C C 0 U n t i n g s ys t e田， R 0 c k v i 1 1 e， 
M 0 )で測定した。 5分間のイ ンキュベ ン ヨ ン
中の細胞内への 2 2 N a +の流入速度はほぼ 人A→ 
で あった (Fig.2)。 Na+/H+交換活性の評価は
N a←/ H +交換系に特異的な阻害剤である EI P Aを
用いて行った。 lX lO-7Mか ら 5X lO-4Mの
E I P Aを イ ンキュベ こノ ヨ ン溶液中に加える と
2 2 N a + の細胞内への流入は用量依存性に減少
し lX lO-4Mで最大の効果を不 した( F i g . 3 )。
lX lO-4Mの EI P A存在下では、 S H R由来の細胞
??
で約 70%、 W K Yで約 60%の 22 N a +流入の抑制がみ
られたが、 この結果はラツ ト培養血管平滑筋
細胞の Na流入に対する E1 P Aの作用に関するこ
れまでの報告とほぼ 致していた(1 4 )。 ゆえ
に E1 P A lX 10-4M存在 下 及び非存在下の 22 N a +
流入速度の差すなわち E 1 P A感受性 22 N a +流入
をもって Na+/H+交換系を介する Naイオンの流
入と し Na + / H←交換活性を評価した。
[ H -7および W-7の 22 N a +流入に対する影響 ]
P K -Cと C a -c a 1 m 0d u 1 i n系の Na+/H+交換系に
対する関与を検討するために各々の阻害剤で
ある H -7 ( 18)と W -7 ( 19)を用いて E1 P A感受
性 22 N a + 流入に対する影響を検討した。 各々
の阻害剤 1X 10-6Mか ら 1X 10-4Mで使用した。
各阻害剤はプレイ ンキュベーシ ヨ ンの最後の
1 0分間と 5分間のイ ンキュベ ン ヨ ン中に添、
加した。 また H-7のコ ン ト ロールと して H A -





中の L D Hの活性を比較した。 細胞の生存率は
o . 1%の ト パンブル によ 死んだ細胞を染
色しこれを血球計算板にてカ ウン ト した。 L D 
Hの測定は W r 0 b 1 ew s k iらの方法(21)によ り行
つ た。
[ ア ンギオテンシン E とエン ドセ ンの
2 2 N a i-流入に対する影響 ]
S H Rと WK Yの Naふ/H i-交換活性の差異が刺激時
にも存在するかどう かをみるためにアンギオ
ア ンシン E とエン ドセ 1) ン-3を用いて実験を
行った。 それぞれ lX lO-9Mか ら lX lO-7Mをイ




正した。 細胞数とその細胞を融解した Na 0 H液
????
の上清のたんぱく 量と の問に は、 細胞数が
5 x 1 0 5 か ら 3x 1 0 6個ま でのあ いだで直線関係
がみら れる -ヲ' と を縫認した。 たんぱく 濃度の、ー
測定は Bi 0 -R a d p r 0t e 1 n a s s a y k i tを用いて
C 0 0 m a s s i e b 1 u e dye-binding a s s a y法(2 2 )に
て行っ た 吸光度は分光光度計(島津 UV-160)
よ 波長 59 5 nmで測定した。
[ 血小板の分離 ]
血小板は遠心法によ り分離した(23)。 フ ツ
ト体重 1 k gあたり 25mgのペン トバルピタ ノレ
腹腔内注射によ る麻酔下でラ ツ ト を開腹し、
ケエン酸を含むディ スポ ザブルシリ ンジに
て約 10m1の血液を腹部大動脈よ り採血した。
物理的刺激による血小板の活性化を防ぐため
注射針は 2 2 Gまたは 21 Gを使用した。 プラス
チッ クチュ ブ内に抗凝固剤と して 3. 8 %のク
エン酸を最終濃度 13mMとなる ょう に加えて血
液と転倒混和し全血をすみやかに 200X G、 1 5 
分間、 2 0 "cで遠沈し p1 a t e 1 e t r i c h plasma 
????
( P R P )を得た。 P R Pを さ ら に 700X G、 2 0分 2 0 
℃で遠沈、 沈溢と して血小板を得た。 沈涯は
H E P E S 緩衝液(1 4 5 m M N a C 1， 5 m M K C 1， 1 m M 
MgS04， 10m M HEPES， 5 m M glucose， o . 0 1 %
b 0 v i n e s e r u m a 1 b u m in， p H 6 . 5 )で細胞数 1X 
l09/mlになる よ つ に懸濁した。 細胞数の計測
はコールタ カ ウ ンタ ( C 0u 1 t e r E 1 e -




は無視でき る と考え られた。
[細胞内 pHの測定]
血小板の細胞内 pHは Ri n kらの方法によ り細
胞膜透過性の pH感受性蛍光色素 BC E C F -A Mを用
いて測定した(24)。 血小板浮遊液に最終濃度
4μ 聞となるように BCECF-AMを加え遮光して恒
温槽にて撹搾しながら 37 G で 20分間イ ンキュ





て上清を除き HE P E S緩衝液で懸濁した。 この
過程をもう 度繰り返し細胞外の蛍光色素を
除いた。 得られた沈盗は 37 'C、 p H 7 . 4の HE P E S 
緩衝液 1m 1に 1X 1 0 9個になるよう に懸濁し，
3 7 ocで蛍光測定までス ト ツ ケ した。 p Hの測定
はこの BC E C Fを負荷した血小板を 5XI07/mlと
なるよう pH 7 . 4の H E P E S緩衝液で希釈して蛍
光分光光度計 (目立 6 5 0 -4 0 ) にて励起波長
5 0 0士 5日m、 蛍光波長 530+ 5nmで蛍光強度を測
定して行った。 測定はキュベッ ト内が常に 37 
℃となるよ つ にし撹搾しながら行った。 蛍光
強度は連続してチヤ ー トに記録したが、 約 10 
分間で定常状態に達した。 単 検体の蛍光強




した。 細胞内 pHのキャリ ブレーションはナイ
:、ノ許 3二 リ シン/K法を用いて行った(2 5 ) ( 26)。
すなわち pHの異なる 4 種類のキャリ ブレイ ニ、ノ
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ヨ ン bu f f e r ( 1 30m M K C 1 ， 10m M N a C 1 ， m M 
日gS 0 4， 10m M Na-MOPS， p H = 6 . 5 -7 . 5 )を作成し
た。 ス ト 、ソ ク溶液中の血小板をこ の Bu f f e rで
上記のサンプルと同濃度に希釈し、 ナイ ン、‘ エ
1) シンを最終濃度 10μg / m 1と なる よ つ に加え、
キュベッ ト 内で約 10分、 3 7 OC で撹梓し平衡に
達 した後、 蛍光強度を読み取った。 ナイ ン、 エ
1) :ノ ンは(K ) i / ( K ) 0ニ(H ) i / ( H ) 0 と いう特性を
も つイ オ ノ フ ォアであるため上記の B u f f e r 
中では細胞内外の pHが等し く なる。 p Hが異な





の差異の検定には St u d e n t 's T -t es tを用いた。
試薬添加時のコントロールとの差異の検定に






[培養血管平滑筋細胞における 2 2 N a +流入]
Fig. 4-aに示すように SH Rの総 2 2 N a +流入速
度は WKYに比し有意に高値であった(6 . 0 8士
0.16vs 4.13+ 0.09 nmoles/min/mg protein; 
Pく0.001， nニ 14)。 E I P Aに非感受性の 22 N a +流
入には両群間で有意差がみられなかった。
(1.83:1 0.09 vs 1.62+ 0.10 nrnoles/min/mg 
p r 0 t e i口; P > 0 . 05， n = 1 4 )。 方、 E I P Aに感受
性の 2 2 N a +流入速度、 すなわち Na+/H+交換系
を 介する 2 2 N a +流入は SH Rが WKYに比し有意に
高値であっ た( 4.32+ 0.27 v s 2.17+ 0.14 
n m 01 e s /m i n / m g p r 0t e 1 n ; Pく0.001， n = 1 4 
( F i g . 4 -b )。 このよ つ に SH Rにおける細胞内へ
の総 22 N a +流入速度の上昇は N a令/H +交換系を
介する 2 2 N a +流入の増加に よ る ものであ る と
考えられた。
P K -Cと Ca -C a 1m 0d u 1 i nの Na+/H+交換系への
関与を検討するため H-7と W-7の作用につ いて
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観察した。 1X 10-6Mから lX 10-4Mの H-7添加
により E1 P A感受性 2 2 N a +流入速度は SH Rの培養
血管平滑筋細胞で低下する傾向がみられ、 1 
X 10-4M では非添加群に比し有意な低下がみ
られた (4.22+ 0.23 vs 3.36+ 0.19 nmoles/ 
m i n / m g p r 0 t e i n; Pく0.05， n=8)o 1X 10-4Mの
H -7添加処理後の S H Rの EI P A感受性 22 N a +流入
速度は WK Yの H-7非添加群の値と有意差がみら
れなかった (3.36+ 0.19 vs 2.86士 o. 2 2 
n m 01 e s /m i n / m g p r 0te i n: P > 0 . 0 5 ) ( F i g. 5)。
すなわち、 S H R培養血管平滑筋細胞では H-7に
より PK -Cを抑制すると細胞膜 Na + / H +交換系を
介する 22 N a +流入が WK Yと同等のレベルまで減
少した。 H -7のコントロールとして用いた HA -
1 004、 1X 10-4Mを添加しても 2 2 N a +流入速度
の低下はみられなかった(4 . 2 2士 o. 2 3 v s 4. 2 5 
+ 0.17 nmoles/min/mg protein; P>0.05， 
nニ 8)。 一 方、 W K Yの培養血管平滑筋細胞では
1 X 1 0-6聞から 1X lO-4M濃度の H-7では R1 P A感
受性 22 N a ~流入速度に有意な変化はみられな
???
かった。
W -7の添加は 1X 10-6Mから 1X lO-I1Mまでの
猿度では、 2 2 N a +流入速度に対し SH R、 W K Y ~ ¥ 
ずれにおいても有 意 な変化を与えなかった
( F i g . 6 )。
阻 害 剤添加による細胞傷害に関しては、 1 X 
10-1 M の阻 害 剤の添加の前後の位相差顕微鏡




胞 上 清中の LD H活性は H-7添加前で 4.8+ 1.2WU 
添加後で 3.5+ o. 8WU(n=6)、 W -7添加前で 3. 8 + 
1 . 0 W U、 添加後 3.6+ 1.5WU(n=6)と増加はみら
れなかった。 すなわち阻害剤の効果は細胞傷
害によるものではないこ とが確認された。
[ アンギオテンシン E とエンドセリンの
2 2 N a +流入速度に対する影響]
Fig.7-a に示すようにアンギオテンシン E
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添加により総 22 N a←流入速度は SH R、 W K Yとも
に上昇する傾向がみられ、 lX 10-7M添加時に
はそれぞれ添加前値の約 1. 5倍に 上 昇し、 そ
の値は SH Rで有意に高値であった (8.88+ 0.81 
v s 5. 8 3士 o. 2 9 n m 0 1 e s / m i n / rn g p r 0 t e i n; Pく
o . 01)。このとき E1 P A感受性 2 2 N a +流入速度も
また SH Rで WK Yに比し有意に高値であった
(7.11:t 0.68 vs. 3.98士 o. 3 1 n m 01 e s / m i n / m g 
p r 0 t e i n; Pくo. 01) ( F i g . 7 -b )。 アンギオテン
ンン E は E1 P A非感受性 22 N a +流入速度に影響
を与えなかった。
エンドセリン lX 10-7 Mの添加により培養血
管平滑筋細胞内への総 22 N a +-流入速度は SH R、
W K Yともに前値の約 1. 4倍に増加し、 S H Rの値
は WK Yに比し高値であった( 9.15:t 0.40 vs 
5 . 0 3土 o. 5 4 n m 01 e s / mi n / mg p r 0 t e i n ， 
) 0 E I P A感受性 22 N a +流入速度は SH R、
に 1X 10-7Mで有意な上昇がみられ、
Pくo. 0 1 
W K Yとも
S H Rで高
イ直であった (7.26+ 0.12 vs 3.59+ 0.53 
nmoles/min/mg protein， Pくo. 01)。 E I P A ~こ
????
?
非感受性の 2 2 N a +流入はエン ドセ 1) ン刺激に
よ 変化しなかった。 ( F i g . 8 )。
以上の結果よ ア ンギオテンシ ン E とエン
ドセ 1) ンの刺激によ る 総 2 2 N a +流入速度の上
昇は Na + / H令交換系を介する 2 2 N a令流入の増加
のためと考えられた。
[ S H Rと WK Yの血小板における細胞内 pH ] 
血管平滑筋細胞のモデルと して用いた血小
板の細胞内 pH は SH Rで WK Yに比し有意に高値で
あった (7.12+ 0.02 v s 7.06+ 0.01; Pくo. 01; 
n二 10) (Fig.9)。 F i g . 1 0に示すよう に H-7を添
加する と SHR， W K Yの血小板の細胞内 pHはとも
に低下しはじめ 約 3分で定常状態に達した。
H -7添加時の SH Rの血小板の細胞内 pHは 7. 0 7+ 
o . 10であり WKYの 7.02+ 0.08 との間には有意
差(Pくo. 01)があるものの H-7添加前の WKYのレ
ベルにまで低下した。 S H Rでは WK Yに比し H-7 
添加によ り細胞内 pHは、 よ 顕著に低下した
(0.06+ 0.01 v S o . 03士 o. 0 0 ; P<O.Ol， n = 5 ) 
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( F ig. 11) 0 H A -1 004の添加では SH R、 WK Y共細
胞内 pHの低下はみられなかった (Fig.lO)。以










( 30) ( 31)。 しかしながら、 ') チウムを負荷し
ない生理的な条件下の細胞では Na+/Li+ 交換
系は働かないこ とよ りその交換系の生理的意
義は疑問視されていた。 198 1年 Kinsellaら







いる と考えられるよ つ になった。 それ以来、




評価し、 本態性高血圧患者や S H Rでその上昇
がすでに報告されている(9 ) ( 1 0 ) ( 1 1 )。 方
血管平滑筋細胞は血球細胞に比し患者からの
分離が困難であるこ とよ り研究が遅れていた。
1 986年、 L i t t 1 eらは E1 P A感受性の 2 2 N a +の流
入速度を用いて培養血管平滑筋細胞の Na + /日+
交換活性が評価できること、 そしてこの交換
系が血管平滑筋細胞の重要な Naイオンの流入
経路である -τ， とを報告した(1 4 )。 本研究では、ー
Littleらの方法を用いて SH Rと WK Yの培養血管
平滑筋細胞における Na + / H ...交換活性を比較検
討した。
N a←/ H +交換系の阻害剤と して用いた E1 P Aは、
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従来、 この系の阻害剤と して用いられていた
ア 、、、. ロ ライ ドの誘導体である。 E 1 P Aは血管平
滑筋細胞において Na + / H +交換系を介する Naイ
オ ン流入をア 、、、 ロ ライ ドの約 1/100 の量で同
等に抑制し(1 4 )、 この濃度ではアミ ロライ ド
と異なり Na+/Ca++交換系の阻害作用を有しな
し、(33)。 ゆえに本実験では E1 P A感受性 2 :2N a +
流入をもって Na+ /H+交換系を介する 22 N a +流
入と し、 N a +/ H +交換活性を評価した。
E 1 P A感受性の 22 N a +流入速度は SH R培養血管
平滑筋細胞で W K Yのそれに比し有意に高値で
あ り Na + / H +交換系の活性上昇が示唆された
前述の通り本態性高血圧患者や S H Rの血球
細胞で Na + / H+交換活性が上昇している と いう
報告はあるが(9 ) (10) ( 11)、 そ の機序につい
ては十分には明らかにされていない。 P K -Cを
活性化する gr 0 w t h f a c t0 rやアゴニス トが Na + 
/ H +交換活性を上昇させる と し、つ 数々の報告
があ ( 34) ( 3 5 ) ( 3 6 )、 PK -Cの活性上昇は細胞




れている(37)。そこで今回、 P K -Cの阻害薬で
ある日 一7の 22 N a +流入に対する影響を検討した。
H -7は SH Rの培養血管平滑筋細胞において細胞
内への Na+/H+交換系を介する Naイオンの流入
を WK Yのコントロール値まで低下させたが、
W K Yでは有意な抑制は示さなかった。 H -7は細
胞膜透過性の PK -C阻害弗!として有用であるが
P K -Cに対する Ki値が cG M P -d e p e n d n e nt p r 0 -
t e i n k i n a s e ( Gキナーゼ)や cAMP-dependent
p r 0 t e i n k i n a s e ( Aキナ ゼ)に対する Ki値に
近いためその特異性に問題がある と されてい
る ( 18)。 そこで今回の実験では H -7と同じイ
ソ キノ ') ン系薬剤であ り、 Gキナーゼと Aキナ
ゼに対する阻害効果は 日-7と同等でしかも
P K -Cに対する阻害効果をほとんど有しない HA 
-1 004 ( 20)をコン ト ロールと して用いた。 H A -
1 004は EI P A感受性 22 N a +に影響しなかったこと
よ り SH Rでの H-7による 22 N a +流入の減少は PK -
Cの抑制によ るものである と考えられた。
S H Rの PK -C活性は血小板(3 8 ) および腎動脈
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中膜組織(39)において W K Yに比し有意に高値
である -ヲ' とが報告されている。 したがって、」ー
S H Rの Na + /日+交換活性上昇に PK -C活性が、
部関与して いる -宅.. と が不唆される。、ー-
P K -C非依存性に Na +ハド交換系を活性化する
機構については未だ不明の点が多いが、 C a -
c a 1 m 0 d u 1 i n系や t y r 0 S 1 n e kinaseの関与が考
え られている ( 3 7 )。 細胞内 Caイ オンの上昇が
C a -C a 1 m 0 d u 1 i n系を介して細胞内への Naイ オ
ン の流入増大や Na+/H+交換活性の上昇をもた
らすこ とが培養線維芽細胞について報告され
て いる ( 40) ( 41)。 平滑筋細胞に関しては、 細
胞内の Caイ オン濃度は種々のアゴニス ト刺激
によ る Na+/H+交換活性の上昇に影響を与える
が、 しかし単に細胞内の Caイ オン濃度を上昇
させ C a -C a 1 rn 0 d u 1 i n系を活性化するだけでは
N a + / H +交換活性は変化しない と いう報告があ
る ( 42)。 本実験において、 W -7添加によ り








す。 B 1 a u s te i nは細胞内への N aイ オン流入は
細胞内 Caイオンの重要な調節機構である細胞
膜 Na + / C a ++交換系を活性化する と述べている
( 43) ( 44)。 培養血管平滑筋細胞についても細
胞膜 Na ~/ Ca + 令 交換系の存在が証明されており
( 45)、 ゆえに Naト/H +交換系の活性化は細胞内





する と言う数々の報告があり ( 46)また、 血管
平滑筋細胞の細胞内 pHが低下する とアケ ト 、、旬、. 
オ シン ー アデノ シン ト リ フォスファターゼの
活性が低下し平滑筋の ト ヌスが低下する と
? ???
いわれている(4 7 )。 本実験では平滑筋細胞の
モデルと して血小板を用い、 細胞内 pHを pH感
受性色素 BC E C F -AMを用いて測定した。 血小板
はその細胞内収縮機構が平滑筋細胞に類似し
ているため、 平滑筋細胞の有用なモデル細胞
と してしばしば用いられる(48)。 細胞内 pHは
従来、 p H電極、 弱酸、 弱塩基色素等を用いて
測定していたが、 測定感度や応答速度に問題







ものであり ( 2 3 )、 SHRで WKYに比し有意に高値
であった。 また SH Rの血小板の細胞膜 Na+/H+
交換活性は上昇しているとの報告があり ( 11)、
S H R血小板の細胞内 pH上昇は Na+ /H+交換活性
上昇によるものと推測される。 これらの結果
? ー? ?







チ ドと して知られるアンギオテンシン E とエ
ン ドセリ ン(49)のラ 、ソ ト培養血管平滑筋細胞
における Na+/H+交換活性への作用を SH Rと WK 
Yで比較検討した。 アンギオテンシン E、 エ
ン ドセリ ン両ペプチ ドともに Na+/H+交換活性
を上昇させが、 その刺激時の値は SH Rで有意
に高値であった。 したがってこのことがアン









S H Rの 細胞膜 Na + / H +交換系の活性上昇に
は protein kinase Cが関与している可能
性が /0 唆された。
なお本実験の 一 部は 12 t h S c ie n t i f c 
M e e t i n g 0 f t h e I n t e r n a t i 0 1 S 0c i e t y 
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Fig.l a) Phase-contrast micrograph of vascular smooth muscle 
cells migrated from tunica media of rat thoracic 
aorta. XIOO 
b) Characteristic "hill-and-valley" growth pattern of 
smooth muscle cel工sfrom rat aorta. XIOO 
c) A fluorescent micrograph of the rat aortic cells 
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Time course of 22Na+ influx rate into cultured 
vascular smooth muscle cells from SHR and WKY. Cells 
were preincubated in Na-free PSS as described in 
materials and mthods. Influx media contained 15~~ 
Na+ balanced isoosmotically with choline chloride. 
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Fig.3 Inhibition of 22Na+ influx rate into VSMCs from WKY 
and SHR by EIPA. 22Na+ influx rates were measurea 
during a 5 min incubation at 37 QC in PSS conta工nl.g



































Fig.4 a) 22Na+ influx rate into VSMCs in the absence or 
presense of EIPA. Each bar represents means 士 SE
of 14 experiments. Triple asterisk indicates 
significant differences bet¥oleen SHR and WKY (Pく
0.001) . 
b) EIPA sensitive 22Na+ influx rate into VSMCs from 
WKY and SHR is illustrated and was calculated from 
the difference between total-22Na+ influx and 
EIPA-insensitive influx. Each bar represents mean士
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Fig.5 Effects of H-7 on EIPA-sensitive 22Na+ influx rate 
into VSMCs from WKY and SHR. EIPA-sensitive 22Na+ 
influx rate in the absence or presence of H-7 (lXIO-6M 
- lXlO-4M ) was illustrated. Each bar represents mean 
+ SE of the mumber of observations at the bottom of 
each column. Single asterisk indicates P (0.05 vs. 
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Fig.6 Effects of W-7 on EIPA-sensitive 22Na+ influx rate 
into VSMCs from WKY and SHR. E工PA-sensitive 22Na+ 
influx rate in the absence or presence of W-7 
(lX10-6M- lX10-4日) was illustrated. Data are mean士SE
for 5 experiments. NS=τlot significant. 
W-7 W-7 
Conlrol lXlO-"M lXl0-'M 





















Contr叫 I x IO~M IXIO"'I， IXIO・'M Contr叫 IXIO"'MIxIO"M IXW'M 
L一一-WKY-一一_jL一一一 SHR一一一」
b) 
Effects of angiotensin 工 (lXIO-9M-IXIO-7M) on the 
22Na+ influx rate into VSMCs from SHR and WKY. 
Single asterisks indicate significant differences 
from the control(Pく0.05). Data are mean士SEfor 4 
exper工ments.
Effects of angiotensin 11 on E1PA-sensitive 22Na+ 
influx rate into VSMCs from SHR and WKY. Single 
asterisks indicate significant differences from the 
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Effects of endothelin-3 (lXIO-9M-IXIO-7 M) on 
total and EIPA insensitive-22Na+ influx rate into 
VSMCs from WKY and SHR. Single asterisks 
indicate Pく0.05vs. control. Data are mean + SE 
for 4 experiments. 
Effects of endothelin-3 of EIPA-sensitive 22Na+ 
influx rate. Single asterisks indicate Pく0.05vs. 
controle. Data are mean士 SEfor 4 experiments. 
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Fig.9 lntracellular pH in platelets from SHR and WKY. Each 
bar represents rnean士SEof 10 experiments. 
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Fig.10 The effects of H-7 and HA-1004 on intracellular pH in 
platelets from WKY and SHR. BCECF-loaded platelets 
were maintained in HEPES buffer， pH-7.4， and where 
indicated by the arrow， each agent was added. 
The addition of H-7(lOOflM) to platelets from both WKY 
and SHR caused a fall in intracellular pH that 
leveled off in about 3 min. HA-1004 failed to alter 


















Fig.ll Decreases in intracellular pH in platelets from SHR 
and WKY induced by H-7(lOOμ日). Each bar represents 




blood pressure (mmHg) 
pHi 7.12+0.01* 7.06+0.01 
pHi after 
7.07+0.01* 7.02+0.01 
addition of H-7 
decrease in pHi by H-7 0.06+0.01* 0.03+0.00 
**く0.001
*く0.01
Table Values are means + SE. Single asterisks indicate 
Pく0.01vs. WKY. Double asterisk indicates P < 0.001 
vs. WKY. 
